PAOCEOE ET INSTALLATION D'IDENTIRCATION DES BASES D'UN ADN. 



se rapporle a un precede et une ;n»«*'»« on ^ 

^ -rlr^ u ^rr^=nes du rr n=: . q 

peptide, un polymere. Elle s aPP"°> ' ri _ entation de la recherche fondamentale q 
pharmacology, tant au stade d : I f^"™"' generate a tout* molecule const* 
Le precede de ^ '^s d ? a,omes et. plus specimen,, aux add, 

cu ,'ARN es, < 



■une molecule organique 
I'ljn acide nucleique . une proteme. un 



domaine de la biologie 
it I'analyse des genomes 
» molecule blologique est 
a manipulation eventuelle 



sequenpage. Drjs une re eUe importance dans 

Le sequencage des acides nucl ^ u " * * S equencage de I'ADN pel 

moleculaire et de la b ^J" ^ partlculiers . Pu isque lafonc.ion * 

animaux, vegetaux et vir.ux dans oe g cture d un gen e est cruc.ale po 

determinee par sa structure, la definition u« 

do rptte unite de base d'information. e , un p hoS phate. 

nn aooelle qu'un nucleotide est forme par une base, un t une structure heterocychq' 

PouTes acides " sucr. «t le ribose pour PARN et le desoxyr 

^ouH^DN^^e^hosphate Pacide P^^^^es jti i iS es sont triphosphates "r^M^ce W 
Generalement, les nucleotides des • J^es f ""ct!onnement des enzymes — — h ">""= rea 

'SSZS r^Sce^s"^enan, dans la pch^r- " 

' L'ARN et I'ADN presentent tro.s base! 
cvlosine (C) qui est une pynmidme. L au 



tion des ADN. 

communes : I'adenme (A) et la guanine (G) qui s^ - 
T e baTe pynmidique est la thymine (T) pour I ADN et 



Pour I'ADN. Ii 



re types 



y iUB „ ua „ie tnphosphat 
hate ou dCTP et le de: 



la fabrication des prolines, eler 



nent 5 etapes qu 
ormer des chair 
atnes marquees 



j d'ARN. 

;s de nucleotides, (0 l< 



[enome ou ensemble des secteurs de PADr 
r la levure et 3 x 10 9 pour I'homme). L 
/^ux reactions de sequenpage. L'ADN est 
multiplies par clonage. Par exemple. 
<mes de restriction qui coupent I'ADN 3' 
expose dans Particle "Curren 
1-8 (1987). 



e fragmentation | 
broaches to DNA Sequencim 



grand nombre de paires de bas« 
\ 1000 a 30000 bases qui s 




■ . h= rb»rtions chimiques specifiques des 
■iffion d." "c' -tr. t-lles de chaines d'ADN don, Pune 
!S , constituee d'une base specifique de I'une des quatre 

series de readon. ^ oour obtenir [es 4 families de chatnes d'ADN ^^'^ 

Deux methodes sont communement utmsees P"^^ w prQC Natl Acad . S ci.. U.S.A., 

oou » introduce par Sanger (Sanger i-.ei a , 



Decen 



e 1977 " 



icing / 



ten's la methode de Sanger, chacune < 
xempla.res d'ADN monocatenaire a se 
est un acide-nucleique complement, 
»s dXTP ; une enzyme qui pern 



■ s quati 



te ddXTP Ce ddXTP e 



de sequenpage rr 
itTemiteT^de PADr 



>n jeu L 
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te puis renzyme synthet 

carbone 3' du d^ibos^ a sequencer 

^ SrS^^' d nsions adaptees - 

^^^^^^^ 

re ,irant to sucre ains, ex ^^p, d e ruction sont a,u^ nudfeot|des . 
une base connu • comportant ^piquement 
longueurs possiD« 



lites. 



^lhainesobtenuesen(b) _ 

^oactfs.Lesmarqueursradioac 



uees prealablement, 
i-i S sont le «P 0" le 



3S S ,I. 



, possible de marque 



ont des emetteurs de 
, dXT P ou les ddXTP 
us petites 



*uivant leur longueur par e^ 0 ^" general un gel 
ctane d 4 « sont alors separees su q'electropriorese qu Q0 envin 

. d . AD N marquees soma lente ment. Le gel a e N vanan t de i a 

Le s chaines a « gra ndes le P lus de | 0 ngueur N et n+ ensu ite seche. 

migrant leplu^^^ du ge , qu , est 

^■STcSorts. dure de 4 a K heures 



Etape_ 



e Apre s la lecture, I' 1 



iible au ^^t^t^l^^T^l Semen' 
developper une ■ '<™^ ou plus d 'expos,t,on au ay° 
iveloppeeapresl^neu diograp hique. au sen s 
'araissent sur , * germination de la sequence 



phie la sequence est entree dans a 
d ' Un ° r d ufmMhodes de sequenpage ^ D p N e ^ rmant .s et etticac 

^^^^B^^^^ fa , t apr , auto-radiog^ 

doit etre extremement Die' fiab | es . rad ioactives se fait a P'" O . rad iogrammes 

m igrations ^^f^J* d es electrophoreses des^wu^ ^ d - veloppe r— ces 

--une^e-P- dU ^'" eStden9UeU 



j methodes d> 
; n"realite un tresj 



.» «t Dlus large que la bande elle me pt 
film d'une bande de ge. rad^ac -Rentes de V*ectrop*orese Solution 
En eflet. ^ n ^^n*»'* ,M , , rA ^fta sKuencTqui peut etre lue a 
comparison des posmoo. a quant w mo (> longueur de la .*qu«n 

induire un comportem»« . adiogra mme el done r . partir d un a.mp» I autom at,que des 

etf eefvement S ^ de 200 a 400 bases P* uv fJ tr 7 peu vent rendre drfhert to ^ fc balay ages) car 

part, des gels, .^^wrv^t tfun tr^* (par exemple ordinateurs^ 

?o% P a^am^^ ^ 

p-j;-rrnsnu u :n? a .--^ — ,,e ^.a^.*™-*rs 

13 "eTelt sutette a des erreurs.^ ^ ^ prfesente de sfcrieux o(jjque de s installations). 

n^iln-.^P°^!^ - ne s d'ADN pendant leu 

, 0 E p n , ra „on ^&£2£^.^fJ^ en -m P s reel des cba.nes 
le developpement « ^ dfeja env , sa ge 

Aussi. P™ s, ®^„ de relectrophorese. 
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eau laser 



detection du rayonnement fl- - 
lAsunss'interessentparexemple iia , 4mission de fluorescence >"--._ radioactlV es au ;• 

.estuues ----as' la « ^ « ^ ^c^S^ * 

Dans le premier cas, w ce rtaine simplification, p» co mpte de la courte pe_ * u 

,,,ectrophorese peut , mbl . du P'ocW*^2^ s ,, I ^, de --.uage radioactrt. En -tr. 

operations a effectuer ^p° conseq uent de I mstaow « Qilbert j: de meure que des pro 

^ans^m^^ t ^ ^ ^ , mplique un e plus 

C sonJ poses Par l^-na.io^e. la ma ^ Jtecte^ Un ^ de senslblllte et de 

Dfc . A o „,„ -J5 «2Z J^ 0 X DNA SeqU ! nC % e c^e delamethode de Sanger 
fCo^^r^ 

^i^d^o^D^ 
^erU entierement, suivant sajargeur, par^ ^ ^ ^ lor5 qu elles 

S0 nt exc ;^"; s eS de U "" ec trophorese. de reac tions donnee^ I. ' u, J*™*^p1i S crte! 

laS p%u cnaque piste d'electrophorese associe a une f^ , un detecteur de *p. pho^ 

J^^^^X^L ---«r°d"ecC e ccn" e ue sur les quatre P ,s, 
^JT^: ^ 5 *" P6rm l blemenl a .'utilisation de quatre pW. ; 

d'electropriorese^^^^ seul „ uoroph ore c °" d ^ e e selte sequence, ce qui ^''^'"mpsTeel ' 
pJSlele sur le gel d-*«ectrophoi*»e. pour et _ _ m . me |ors de , a detec 



cnaines d'ADN 
Ces systemes 



"L nar du phosphore 32. 
,arquees par au P k , ent auss 

je detection en temps reo „. 



re des d'-' 



d'une pis« - ■ --; 
la formation de gradtenU 



ne grande fiabilit 



e un ,=nuence cherchee. ..uieation de plusieurs 

attribution des bases dans la seq pro posent I uimsav nr ~ sent e ravanwy=. 

— s precedes de btee on ^ ^-J^^Z^ ^ 

»^ * une s,r,e ^^ r ^q" de cnacun 

leule e meme piste d ^ ectroph ° r ^s pTcedemment. Toutefois, la mise en 

^ ^r^rend ::s S 262, "^jETT. 

^Un P S syst*m. aete P~^t^chnC factions de ^Jr ' fapparei.de 

de f q X\ a tep d a%rchVcun a co S m C prenan. un ^^[^"n'e^s a bande etroite afin de select.onner es 
Action decrit par Smitnetal. utilise une ^ f)uoroph ores comp orte au demeurant 

certaines imperfections. ^P^'^s tres differentes. ^ raectroph orese dues aux *««^^ 

" U Cette C sta S t,o d n « S par ^f^TJl^ marques tf^^-^^fnnles^es phenomenes 
de mobimes electrophoreses traiteme n» et de correction des don^ ^ . lectrophores e, 

S&n.STJX rec r; e e Si0 V n Oi de '"^nes^es le tong *J|J^ ctflquM marques. 

'^^cTtle^ 

reaction peuvent etre ^P^/^^p des marqueurs extnns^ ^J^ ges impre visibles dances 
eci elimine la possibility d utilisati 



d 'enzym< 



jmp.emi 
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n t de Klenow d'ADN polymer! 



Les fluorophores i 



s'applique auss 
>s bases d'un aade m 

je chaque nucleotide c 



ceur comme par exemple le tragn^ ------ ^ ^ p< _ 

«5SHH;^s^5B=*r-" """" 

rar-tferise en ce qu'il comprend ess nud6j que. 
caracterise. « fragments de I acioe nu I0rme r des tami 

A) produce specrtiques des bases p 

Ch S --Quage specie d *tes es ^ d . atorn ,sation et d'ion,sat,o, 

cnalne a I'aide d ' so,o e* un \ des cnaines marquees dan o S p d " a 7° e Y desd its moyens. 

D) introduction on«»^ t . on ^ chaque cna , ne W**^ spectro metne de masse^^ ^ 

f! ^^1.*"!^' ^rde'chaquefon St* et *™ 
G) traitement des s '9 ^re de nucleotides marques 
^age S^SS - c^u.'jn; »i* ^ dans nnvent,on, les ,ons sent detec e 
LeTnctionnement en temps reel est ^ spec trometre ou an; 

aenrp de leur formation. detection de ces c identification des 

mesure oe le marquees puis ia a ^ chaines marquees et done 



s , a pplique partaitement bien 

d'electrophorese elo ^ gl obalemen« se^a* nuc „ otj 
analysees une par u un mar quage d e TOU , ongueu 

Sel u Turs n d e e n cr,aque nucleotide ^•^^a?. de chaine; 
marquee 5 <* ^UuTori 



j sequencage d 
comporte pas 
,e nucleotides n 



jteation'de ce procede au * 
_ ce ||e de Sanger ^ «sv ^ ^ 

nfque chaine son. etrtctuw avec ch.miques pouvant etre lies ^ Sl(CH ^en 

nU r°o'e U t"es molecules, il taut ^ZtZ Senile par spectrometne i de masse.^ ^ (1985v 

Par pe™» . n element marqueur iu Tetrahedron, voi. <™. 

comportent au moins u te<;hnjque decr „ e dans I aruc 

utilisant par exempie „ ua tre o- , 

CD. Pein. D. Cecn -,. lm , P ntion grace a I' utilisation de tro ^M ^ operate ur 



De facon a\ 



danger 



f indentions n0 ™ ai £" 



sotopes a 



ictives, done n 

■/ o n ^^ P nT!n^n'■pou' nden„ t icat,on aes -~ ^ ^ 

"Sfd. ch-n.. " * as " d " to c ffi r e^rque C s. ces marquages etant 
' Tet les nucleotides de chaque chame 

"""" .etites molecules stable^ les cnai nes marquees, 

ens ^ — e ^ ^ e^ ato^f " „ d „ ecter le s ions ,c 
" ^ SS ™„ir s d'ionisation des cha, " es !" d "' ^detecteurs pour s « lec,, ° n ^, r p r m , n er la longueur d< 
■. n e spectrometre de masse *^ ^ urnis par ^f^Zl^ ^ « " " 

- des moyens de traite™^" de 9 nuc ieotides marques de chaq 

cnaW en comptant '^^cUn... , ,. que a tout . autre molecule compie^qu^ . 

SPe C omm e e on P-^^rptroT'ernVcc'e^ ^^r^ss^^letentts etap'es su,vante 

I'ARN. Aussi, '^• n f ^ 6 , n , ; C d?= P .tt. -olecule, comportant essen 

COmP rquage U s P ecifique desdits dans des moyens 

■ r Sn P^ r spe^omeU,e" 'r^s. et de „ f 

'Sr. .n temps reel des ions de masse P"^^ ^Uqul 

- traitement ae *^™a* mo trts marques et pour ^"'^sortiront de la description qui suit, oi 



lucleique 
ses etant 



5 




6 
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• E Petreanu.JS. Cohen and D. Samuel. Proceedings 

tables sent dispenses , ,ur , art ,cle Decatenation ( ^ ^ 

celles de ('invention (vo w 1975.77) sont don nes dan* 

e p ... H i» marouage peut 611 



„,,t 6tre effectue sur les to 
« i et II le marquage peut eue ^ „, pour , e 

Tomme a^^T^ ^o"e?d«^^ 
deso^,pn°s^ 

Sbo^s^HF^ 

des reactions , 3rd iTP la-SdATP, I a => a,J „,,ri*otides de chague 

isr^ " a ,„ K ---srs^ 

„ e st aussi possible. J*n> m cha5nes ou meme QU polya ,omique) qu. ne »onn P 

chaine.desdidesoxyn"^ des a tomes (sous forme rn^ d . w4ments ou de pe 

complexes moleculai es ^ ^ quenpage . le ■ ma ^ 9 des nucleotides, contrairement a lao;^ ^ ^.^ 
J^d^r les propne.es P^^^I^hromophores o^-opbores qu^ J ^ c 
S .nrtrieur de grosses ™olecules tel es qu complexes. A.ns , le e m des „ a so ns 

moleculaires au sein de | a base ou du sucre a ^ ^ exemple donne 

covalentes disp ,„„ ^invention sont donnes en anne _ particular. X 

Chem. cite en dernier). extnnse ques se lor , I ™* n marquees extnnsequement. 

Des exemp es de marqu B tf de I ARN et AUN Tp ^ 

un ieu complet de bases .n dg brome ou q looe : on peul cter le 8 Drom 

epesente un atome d * ^f^halogenes *«^*^'£Tau «u°r° dTTP. I. 3 ""^^eurs 
Comme nucleotide marque pa a o „ 6-bromo ^ fc|es des different* ™ q 

^^mp^d^^ ' SOtOP ' qUeS teau 2 

extr^seques (elements halogenes pa 4a dans „ , ab ,eau , 

sont fortement ^ jsotopes sta bles ^elements haloge 

Une liste des oi nce nalur elle relative, 

accompagnes de ieur 



Isotopes 



Tableau 2 
2ls stables descents haiogenes 

' emar Abondance relative (%] 
100 



Conformement a \'u 



tion II est possible d'ettectu. 
,ns de sequencage (inform 
es chaines. ces marquages 
(information -- ^ des poss ,bilites d m 



e type 



3-iSNdCTP. le 2. 



ou d'rfluoro dATP.l- 

~ de la detection et de Vk* 

°° ,enue '° * r * qifferents peuvent etre 

, u P :rDeplu m s7a detection simu.tanee de plui 



s marquages mu^jes des Q(iaes ^ ^ 

taille), des d ' d6s °*i, 4aues et /ou extrinseques. 
des marquages '"tnnsiques type sur 

plus ,eurs isotopes m*^"™ ^ 

i peut citer par _k t rt'ar.croitre 



,o dCTP 



jores a 



■ci permet d - 
rhaines nucleotidiques 

d'un meme nucleotide af.n 
^^gmenteconsiderablement 
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■ lne sotistique est alors cc 
diagrammes de la figure 3 



, aue represents si 

L e nombre tf^.^"" "eV ordonne. • isotop ,^_^ U ' G) ; isotope 3 pour les ohaines e n . es 
didesoxy par « em ^"^minees par la 0^'"« <^ par .a thym.ne (famHle T). L unrt. 
isotope 2 pour les ch a nes_ e |es cha|nes t ,rm.nMS p tenements 

cytosine (tamille CI et .sotope ^ simultanement lors^ ^ . (p 

"Le^Xe de maroueurs stable* reli e l^ff^ 1'enser.Ple du system 

„t porte en ^a 400 environ) constant les n , ceSS aires pour 

n + 1 . n + 2... avec n vanan ^ ^ ,„ inform at.o 

de rtTe "lustratrt, on donn.. c,-apr*s. ^ presents deso^e, 

nypothetique TGACT GCAA CG TA^^, selon Sanger tous^es^ engendrent des cna.nes 

A u cours des reactio incorpo ration dans les o 
didesoxy) sont marques. Leui 




T G A C 

I I I I 1 1 1 

G A C T G C 

ill ^79 Br 
| I I 1 1 1 



EXEMPLE 

marques au 32 

a 32 S dATP 
a 32 S dGTP 
a 3*S dCTP 
a 32 S dTTP 



didesoxy nucleotides 
specifiquement 

1.3 ,5 N ddATP 

2.4 ,3 C ddCTP 
2,4 1, 0 ddTTP 
a.a 17 0 ddGTP 



| I I I I 1? o 
32 S 32 S 32 S 32 S 32 S 



I I I I 
32 S 32 S 32 S 32 S 



I I I I I I I 
32 S 32 s 32 S 32 s 32 s 32 s 32 s 



32 S 32 S 32 S 32 S 32 s 32 s 



o dATP 
o dGTP 
o dCTP 
,o dTTP 



marques 

a- 32 S ddATP 
a- 33 S ddGTP 
a- 31 S ddCTP 
a- 36s ddTTP 
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i I I I 1 

7 9 Br 79 Br 79 Br 79 Br ? 9 8r 



79 Br 



1 I 
79 Br 79 Br 



- 36 S 



I I I 



I 



79 Br 79g r 79,r 79 Br 79 Br 7, Br 79 Br 



i 



i 



,4 S 



79 Br 79 Br 79 Br 79 Br 79 Br 79 Br ^ ^ s < e moM 

.«[,««S,^"r*c.». -invention d. compter ^ornb,.^ ^ , * n , ^ «*™^ 

d'acides amines de la P"™™ ™'^ tion pour tous les types d acides am.ne 

compos^en TaZTXZ de la ^prottfn.- des (ragmen(s de resteer , ADN I .^d'ARN en 

C °Km. tapon. ,1 est possible de detern^ner ia lo, g ( ^ ^ de nocleotldes des d„= trag 




13 



iarquage specifique di 



Jc^i»"nT S otop.choi5ip«miD.«C - que le marq „ a ge est reause -v- 

3. Proc.de selon * ^•^» n , ch ° olsi parm , -F. M f^ T ^- '^r e« ^ ^ ^ . ^ (! , 
extrmseque avec au mo.ns u revendicat , ons 1 a 3, caractens 

4. Precede selon I une que.co m , a 4 carac terise en ce que l etape B) cons.ste a 

''^ Precede selon run. '^^^SU <^ men ' dud " aClde ""^'^ ' d 

cnoislp^^e.*^ 
7 Accede selon la revendicat.on 5 ou , ^caractense n ,, ellement 

. u ne source (18) de famlll * S ( ^ s nuc ^ot?dts de chaque chaine etant marques, ces marquage 
specifiquement nwqufee et les nu^ o ^ cuies stables ri . atorr ,i sa tion les chaines marquees, 

au moyen d isotopes ou u<s v une a une dans des moyens a aion n=>o 

- des moyens (22. 24) 9°"' ™ de cnaque chaine marquee, 

. d es moyens (2E 5 28. = *^ «° chaines jndi v,duallsees et »to-™»M5. , t dttecter les 

- des moyens (32) d lonisation a ^ p | U s>eurs detecteurs (42) pour 

" U n n sf S o P rme r s°Tf ,re " foumis par les detecteurs (42), pour de.errn.ner la .ongueur 

«-«^ de ctiaque ,on dete 

de chaque c ^ a ^ s l°^asde chaque famille de c^' 11 *^ |es moyens d , 0 nisation component une 
9 Installation selon la revendication . n i p » e 0 u d'un fragment de cette 

torche a plasma (32), ^ ot if s d'une molecule organique compiexe 

- marquage specifique^ d ® 5 lj( ^ arqu e S dans des moyens d atom d * t t ' s "^' 0 ° e n S "" ' 
'. «omSS , ongueur c 

^ment^ 



15 



